in vivo imagingのためのへアレスマウスの作製方法 by 星野 貴一
in vivo imagingのためのへアレスマウスの作製方
法
著者 星野 貴一
発行年 2018
学位授与大学 筑波大学 (University of Tsukuba)
学位授与年度 2017
報告番号 12102甲第8676号
URL http://hdl.handle.net/2241/00152569
-１ 
 
 
氏     名 星野 貴一 
学 位 の 種 類       EA 博士（医学） 
A学 位 記 番 号       EA 博甲第  ８６７６ 号 
A学位授与年月       EA 平成 ３０年 ３月 ２３日 
A学位授与の要件       EA 学位規則第４条第１項該当 
A審 査 研 究 科       EA 人間総合科学研究科 
A学位論文題目       EA Simple generation of hairless mice for in vivo imaging 
(in vivo imagingのためのへアレスマウスの作製方法) 
A主 査       EA     筑波大学教授  博士（医学） 桝 正幸 
副 査       EA   筑波大学准教授 博士（医学） 工藤 崇 
A副 査       EA   筑波大学准教授 博士（医学） 坂下 信悟 
A副 査       EA   筑波大学講師  博士（医学） 沖山 奈緒子 
 
論文の内容の要旨 
 星野貴一氏の博士学位論文は、CRISPR/Cas9 システムを用いて Hr 遺伝子を破壊することにより無
毛のマウスを作製する方法を示したものである。その要旨は以下のとおりである。 
 
（目的） 
In vivo イメージングは、生体内部の発光や蛍光を検出し非侵襲的に生体の機能を解析する手法であ
る。蛍光分子としてはインドシアニングリーン（ICG）が医学分野で使われるほか、遺伝子組換えによ
り近赤外蛍光蛋白質（near-infrared fluorescent protein: iRFP）を発現させたマウスも利用される。In 
vivoイメージングの際、マウスの毛は光を遮断、吸収、散乱するため、実験の前に毛を除去することが
必要である。剃毛したり除毛クリームを利用することも可能であるが、無毛のマウスが用いられること
もある。ヌードマウスは無毛形質で有名であるが、免疫不全を呈するため、イメージングには適さない。
Hr遺伝子に変異を持つHr hairlessマウスは癌や免疫の研究によく用いられるが、レポーター遺伝子と
Hr変異の両方を持ち遺伝的背景がそろった系統を作製するには時間と手間がかかる。そこで、著者は、
CRISPR/Cas9 システムを用いて Hr 遺伝子を破壊することにより無毛のマウスを作製する方法を確立
することを目的に以下の実験を行った。 
 
（方法） 
Hr遺伝子の開始コドンを含むエクソン３を標的として gRNAを設計し、Cas9を持つ pX330ベクタ
ーに挿入している。このプラスミドを用いて効率的に切断が起こることを traffic reporterシステムを用
いて確認した後、C57BL/6Jマウスの受精卵前核に常法に従ってマイクロインジェクションしている。
次に得られたマウスのゲノムを PCRを用いて解析し、Hr遺伝子に変異を持つファウンダーを同定して
いる。最後に、得られた無毛マウスを用いて、ICG 充填チューブを腹腔内に挿入したマウス及び iRFP
発現胚の IVIS Spectrum（PerkinElmer社）による観察を行っている。また、常法に従い、RT-PCR、
血液学的検査、血液生化学検査を行っている。 
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（結果） 
C57BL/6Jマウスの 437個の受精卵前核にベクターDNAをマイクロインジェクションして 88匹の新
生仔を得、67匹に挿入・欠損変異を検出している。#70系統のゲノム配列を調べたところ、2塩基欠損、
5 塩基欠損、1塩基挿入の 3 種類の変異が見られたが、同種変異を持つ個体を交配して得られたホモが
全て無毛形質を示すことを確かめた上で、以後は、5 塩基欠損の系統を用いて実験を行っている。Hr
遺伝子のエクソン 3-4、エクソン 7-12、エクソン 13-19に対して皮膚mRNAを用いた RT-PCRを行い、
全ての条件で PCR 産物が増幅されることを明らかにしている。このマウスでは、生後 4週齢で腹部の
脱毛が始まり、その後 2〜4 週をかけて腹部から背部へ脱毛が進行し、全身が無毛となることを明らか
にしている。血液学的検査と血液生化学検査では一部の項目で僅かな異常が見られたが、いずれも Hr
で見られた変化と同じであった。次に著者は、ICG充填チューブを腹腔内に挿入したマウスで IVISに
よる計測を行い、CTで検出したチューブの位置に ICGシグナルを検出できることを明らかにしている。
更に、iRFP 全身で発現するマウスと交配し、妊娠マウスの子宮内にいる iRFP 発現胚を検出できるこ
とを明らかにしている。 
 
（考察） 
著者は、CRISPR/Cas9 システムを用いて Hr 遺伝子を破壊することにより無毛マウスを容易に効率
良く作製することが可能であることを示している。このマウスは、除毛の操作無しに体内の ICGや iRFP
のシグナルを検出でき、in vivoイメージングに用いることができることを示している。このマウスは開
始コドンを含むエクソン３を標的として Hr遺伝子を破壊しているが、エクソン 3-4、エクソン 7-12、
エクソン13-19に対してRT-PCRを行ったところ全てで野生型と同程度の増幅が見られることから定型
外翻訳が起こっている可能性を示唆している。以上の結果から、この方法を用いて in vivoイメージン
グのための遺伝子改変マウスを作製する方法が確立されたと考えられる。 
 
審査の結果の要旨 
（批評） 
 著者は、CRISPR/Cas9 システムを用いて Hr 遺伝子を破壊することにより無毛のマウスを作製し、
近赤外蛍光蛋白質やインドシアニングリーンを用いた in vivoイメージングに使用できることを示した。
生体機能の解析における重要性が高まる in vivoイメージングに有用な無毛マウスを短時間に効率良く
作製することができる方法を開発した点で重要である。 
平成２９年１２月２２日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもと論文について説明
を求め、関連事項について質疑応答を行い、最終試験を行った。その結果、審査委員全員が合格と判定
した。 
よって、著者は博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと認める。 
 
 
 
